Brief English Description of German Patent Application Number 197 42 246 Al 

NOVELTY - An assay method uses hydrophilic measuring areas on a inert 
carrier, separated by a hydrophobic coating. The method involves applying 
individual and common reagents, optionally washing and evaluating the 
measuring areas. DETAILED DESCRIPTION - An analytical determination method 
uses a solid carrier consisting of an inert solid carrier material having 
optionally surface-charged hydrophilic measuring areas, separated from 
each other by at least one hydrophobic coating. The carrier has at least 
10 measuring points per cm2 . The process involves: (a) single or multiple 
application of different reagents (individually or as mixtures) onto the 
individual measuring areas; (b) treating the carrier with at least one 
common reagent for all the measuring areas, such that the reagent is 
applied simultaneously to several or all of the measuring areas; (c) 
optionally washing all of the measuring regions after applying the 
reagents or after a period for reaction of the reagents with each other; 
and (d) simultaneously or separately evaluating the measuring areas. 

USE - Use of the method is claimed in diagnosis, drug research, 
combinatorial chemistry, plant protection, toxicology and environmental 
protection. The method is suitable for automated, miniaturised mass 
screening of very large numbers of samples, e.g. by immunoassay. 

ADVANTAGE - Use of the measuring areas instead of conventional 
microtitre plate wells allows a higher degree of miniaturisation, to 
reduce the amounts of (expensive) reagents required and eliminate the need 
for mechanical mixing (since mixing by diffusion is sufficient in the 
small volumes used). The need for sequential application of common 
reagents by a microdosing system is eliminated. The method is simple, 
rapid and inexpensive; suitable for automation; and applicable to all 
modern imaging and image evaluation systems (e.g. scanning microscopy). 
DESCRIPTION OF DRAWING ( S ) - The figure shows suitable apparatus. (1) 
Measuring region; (2) hydrophobic boundary; (3) Reaction liquid; (4) 
Hydrophobic covering liquid; (5) Carrier. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Analytisches Me&verfahren und seine Verwendung 

(57) Die Erfindung betrifft ein analytisches Meftverfahren. 
Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung des ana- 
lytischen Me&verfahrens in der Diagnostik, in der Wirk- 
stoffsuchforschung, in der kombinatorischen Chemie, im 
Pflanzenschutz, in derToxikologie oder im Umweltschutz- 
bereich. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein analytisches MeBverfahren. 

Weitcrhin betrifft die Erfindung die Vcrwcndung des ana- 
lytischen Me Bverf afire ns in der Diagnostik, in der Wirk> 5 
stoffsuchforschung, in der kombinatorischen Chemie, im 
Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltschutz- 
bereich. 

Eine Hauptaufgabe der Wirkstoffsuchforschung im Pflan- 
zenschutz oder in der Medizin ist die Identifizierung neuer 10 
Leitstrukturcn und die Entwicklung von Wirkstoffen, die 
aus diesen Strukturen hervorgehen. 

In der klassischen Wirkstoffsuchforschung wurde die bio- 
logische Wirkung neuer Verbindungen in einem Zufalis- 
Screening am ganzen Organismus beispielsweise der 15 
Pflanze oder dem Mikroorganismus getestet. Dabei wurden 
komplexe In-vitro- und In-vivo-Testmethoden eingesetzt, 
mit denen pro Jahr nur einige hundert Substanzcn getestet 
werden konnten. 

Die biologische Testung war dabei gegenuber der Synthe- 20 
sechemie der limitierende Faktor. 

Durch die Bereitstellung molekularer Testsysteme, die in 
der Molekular- und Zellbiologie entwickelt wurden, hat sicb 
die Situation drastisch verandert. Diese molekularen Testsy- 
steme wie beispielsweise Rezeptorbindungsassays, Enzy- 25 
massays oder Zell-Zellinteraktionsassays lassen sich in der 
Regel gut in Mikrotiterplatten in Reaktionsvolumina zwi- 
schen 5 bis 250 pi durchfuhren und einfach automatisieren. 
Dabei werden Mikrotiterplatten mit 96, 384, 864 und neuer- 
dings sogar mit 1536 ReaktionsgefaBen auf einem einzigen 30 
Trager verwendet. Die Automatisierung und Miniaturisie- 
rung dicser Testsysteme ermoglicht cincn hohen Probcn- 
durchsatz. Durch diese Entwicklung lassen sich grcBe Zah- 
len verschiedener Chemikalien fur eine mogliche Verwen- 
dung als Leitstruktur in der Wirkstoffsuchforschung testen. 35 

Ein modernes automatisiertes Testsystem ermoglicht in 
einem Massenscreening die Priifung von 100.000 und mehr 
Chemikalien pro Jahr auf ihre biologische Wirkung. Mikro- 
titerplatten assays werden sehr haufig verwendet, da sie in 
der Regel sehr robust sind. 40 

Ein Nachteil der vorhandenen Testsysteme beispielsweise 
in der Wirkstoffsuchforschung, in der Diagnostik, im Um- 
weltschutz oder Pflanzenschutz ist, daB fur viele Testsy- 
steme die benotigten Reagenzien wie beispielsweise En- 
zyme, Antikorper, Rezeptoren, Fluoreszenzfarbstoffe, ra- 45 
dioaktiv oder sonstig markicrte Ligandcn, Cytokine, Aktiva- 
toren, Inhibitoren oder sonstige Reagenzien teuer, schwer 
herstellbar sind und/oder nicht in ausreichender Menge fur 
die automatisierten Tests zur Verfugung stehen. Dies fuhrt 
zu erheblichen Kosten beim automatisierten Screening nach 50 
WirkstorTen. Eine weitere Miniaturisierung der Testansatze 
ist daher erstrebenswert. 

In der untcr dem Aktenzeichen 196 28 928.9 angemelde- 
ten deutschen Paten tanmeldung wird ein fester Trager fur 
analytische MeBverfahren beschrieben, der eine weitere Mi- 55 
niaturisierung der Reaktionsvolumina ermoglicht. Mit die- 
sen Tragern kann die Oberflachenspannung, die einer weite- 
ren Miniaturisierung der vorhandenen Mikrotiterplatten- 
technik zu immer kleineren Reaktionslochern (= Wells) hin 
im Wege stent, da durch sie in sehr kleinen Mikrotiterplat- 60 
tenvertiefungen Krafte wie die Adhasion der Reaktionsflus- 
sigkeit an die Oberflache der Mikrotiterplatten oder die Ka- 
pillarkrafle eine immer groBere Rolle spielen und so eine 
Befullung der Reaktionslocher und damit eine Messung un- 
mogHch machen, vorteilhaft zur weiteren Verringerung der 65 
Reaktionsvolumina genutzt werden. In dieser Anmeldung 
wird ein analytisches MeBverfahren beansprucht, bei dem 
mit Hilfe eines Mikro-Dosiersystems (Firma Microdrop) die 
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verschiedenen Reagenzien des Tests aufgebracht werden. 
Nachteil dieses Verfahrens ist, daB obwohl ein fur alle MeB- 
bereiche gleiches Reagenz benutzt wird, dieses in sequen- 
tiellen Arbcitsgangen auf die verschiedenen MeBbcrcichc 
mit Hilfe des Mikrodosiersys terns aufgebracht werden muB. 

Es bestand daher die Aufgabe, ein einfaches, rasches und 
preiswertes analytisches MeBverfahren zu entwickeln und 
fur die Wirkstoffsuchforschung, die Diagnostik, den Um- 
weltschutz, den Pflanzenschutz, der Toxikologie oder fur die 
kombinatorische Chemie zur Verfugung zu stellen. 

Die gcstellte Aufgabe wurde durch ein analytisches MeB- 
verfahren unter Verwendung eines festen Tragers, der im 
wesentlichen aufgebaut ist aus einem inerten festen Trager- 
material, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegeben en- 
falls mit einer Oberflachenladung versehen sind, durch min- 
destens eine hydrophobe Beschichtung voneinander ge- 
trennt sind, wobei auf dem Trager groBer oder gleich 10 
MeBpunkte proem 2 aufgebracht sind, dadurch gekennzeich- 
net, daB man folgende Arbeitsschritte durchfiihrt: 

a) einmaliges oder mehrmaliges Aufbringen von ein- 
ander verschiedener Reagenzien einzeln oder im Ge- 
misch auf die einzelnen hydrophilen MeBbereiche des 
Tragers, 

b) Behandlung des Tragers mit mindestens einem fur 
alle hydrophilen MeBbereiche gemeinsamen Reagenz, 
so daB das Reagenz gleichzeitig auf mehrere oder alle 
der hydrophilen MeBbereiche gebracht wird, 

c) ggf. gemeinsames Waschen aller MeBbereiche nach 
dem Aufbringen der Reagenzien oder nach Ablauf der 
Reaktionszeit der Reagenzien untereinander, 

d) gemcinsame oder einzelnc Messung dev Mcwberv,;- 
che, gelost. 

Unter dem festen Trager im erfindungsgemaBen Verfah- 
ren ist ein inerter fester Trager, der aus einer ebenen, plana- 
ren Platte eines eben solchen Blockes oder einer Folie belie- 
biger Form und GroBe bestehen kann, in den gegebenen falls 
kleine Mulden (siehe Fig. 2) an den Stellen der MeBbereiche 
eingebracht sein konnen, zu verstehen. Bevorzugt werden 
plane Trager (siehe Fig. 1). Bevorzugt sind rechteckige oder 
quadratische Trager, besonders bevorzugt sind rechteckige 
Trager in GroBe einer - Standardmikrotiterplatte 
(127,5 mmx85,5 mm) oder ganzzahlige Vielfache der Mi- 
krotiterplatten, die groBer oder kieiner sein konnen wie bei- 
spielsweise die sogenanntcn Tcrasaki-Plattcn 
(81 mrnx56 mm, 60 MeBpunkte). Die bevorzugte GroBe der 
erfindungsgemaBen Trager hat den Vorteil, daB die gesamte 
Peripherie der automatisierten Mikrotiterplattentechnik 
ohne Umbau verwendet werden kann. Eine weitere bevor- 
zugte Ausfuhrungsform des Tragers sind Trager in der Form 
handelsublicher Objekttrager fur die Mikroskopie oder 
ganzzahligcr viclfachcr davon, da sie eine leichtc, prcis- 
werte Auswertung beispielsweise mit einem Mikroskop 
oder einem "Scanning-Mikroskop" und einem vorteilhafter- 
weise automatisierten Auswertesystem ennoglichen. 

Die Trager konnen beispielsweise aus Materialien beste- 
hen wie Glas, Keramik, Quarz, Metall, Stein, Holz. Kunst- 
stoff, Gummi, Silicium, Germanium oder Porzellan. Die 
Materialien konnen in reiner Form, als Mischungen, Legie- 
rungen oder Blends oder in verschiedenen Schichten oder 
nach Beschichtung beispielsweise mit einem Kunststoff 
oder einem Lack zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Trager verwendet werden. Bevorzugt werden transparente 
Trager aus Quarz, Glas, Kunststoff, Germanium oder Sili- 
cium hergestellt, die fur alle visuellen Tests wie mikroskopi- 
sche, kameraunterstutzte und/oder laseruntcrstiitzie Tests 
geeignet sind. 
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Als iransparente Kunststoffe sind alle amorphen Kunst- 
stoffmaterialien, die einphasig oder mehrphasig mit glei- 
chem Brechungsindex wie Poly mere aus Acrylnitril-Buta- 
dienstyrol oder mehrphasig mit unterschiedlichem Bre- 
chungsindex, bei denen die Domanen der Kunststoffkompo- 
nenten Bereiche bilden, die kleiner als die Wellenlange des 
Lichts sind wie beispielsweise die Blockcopolymere aus Po- 
lys tyrol und Butadien (sog. Polystyrol/Butadienblends) ge- 
eignet. 

Als besonders geeignete transparente Kunststoffe seien 
hier Polystyrol, Styrolacrylnitril, Polypropylen, Polycarbo- 
nat, PVC (= Polyvinylchlorid), Polymethylmethacrylat, Po- 
lyester, Silicone, Polyethylenacrylat, Polylactid oder Celiu- 
loseacetat, Cellulosepropionat, Cellulosebutyrat oder deren 
Mischungen genannt. Silicium- oder Germaniumtxager eig- 
nen sich besonders fur Anwendungen, bei denen eine Detec- 
tion oder Induction der Reaktion uber nahes Infrarotlicht er- 
forderlich ist. 

Es konnen auch Trager in Form eines Transportbandes 
verwendet werden, das bei Automatisierung der Assays an 
den Beschickungs-, Inkubations- oder Detektionsstationen 
vorbeilaufen kann. 

Unter hydrophilen MeBbereichen des Tragers (5) sind Ge- 
biete des Tragers zu verstehen, auf denen bzw. in denen nach 
Aufbringung der Reaktionsflussigkeit und damit der Rea- 
genzien bzw. Reaktanten die Messungen durchgefuhrt wer- 
den (siehe Nummer 1 in den Fig. 1 und 2). Sie entsprechen 
damit den "Wells" bzw. den Vertiefungen klassischer Mikro- 
titerplatten und werden nachstehend als "MeBbereiche oder 
MeBpunkte" bezeichnet. 

Die hydrophilen MeBbereiche des Tragers sind vorteiLhaft 
von einem hydrophoben Bereich (siehe Nummer 2 in den 
Fig. 1 und 2) umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kann 
aus mindestens einer hydrophoben Beschichtung aufgebaut 
sein, die den Trager voilstandig oder nur teilweise mit Un- 
terbrechungen bedeckt. 

Die Fig. 1 und 2 dienen der beispielhaften Verdeutlichung 
der Trager. 

Die MeBbereiche so wie die sie voneinander trennenden 
hydrophoben Bereiche (siehe Nummer 2 in den Fig. 1 und 
2) konnen beispielsweise durch Mikrolithographie-, Photo- 
atz-, Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik aufgebracht 
werden oder mit Hilfe einer Maskentechnik aufgespruht 
werden. Aus der Herstellungstechnik von Druckplatten sind 
photochemische Verfahren bekannt, mit denen Oberflachen 
von Platten oder Walzen gezielt an bestimmten Stellen hy- 
drophob und an anderen Stellen hydrophil gemacht werden 
konnen. 

Mit dieser Technik laBt sich beispielsweise auf einfache 
Weise auf einem Trager (5), z. B. auf einer Glas- oder Me- 
tallplatte. ein Raster von mehreren Tausend regelmaBig an- 
geordneten hydrophilen MeBbereichen (siehe Nummer 1 in 
den Fig. 1 und 2), umgeben von hydrophoben Begrenzun- 
gen (siehe Nummer 2 in den Fig. 1 und 2), herstellen. Dabei 
konnen zunachst ein oder mehrere hydrophobe Beschich- 
tungen auf den Trager aufgezogen werden und anschlieBend 
die MeBbereiche an den gewunschten Stellen aufgebracht 
werden oder umgekehrt zunachst die hydrophilen MeBberei- 
che und dann die hydrophoben Bereiche oder beides gleich- 
zeitig aufgezogen werden. Es konnen auch mehrfach hydro- 
phile MeBbereiche an die gleiche Stelle aufgetragen werden. 

Bei hydrophoben Tragermaterialien werden sinnvoiler- 
weise hyclrophile MeBpunkte auf dem Trager aufgebracht. 

Die MeBbereiche konnen eine beliebige Form beispiels- 
weise Punkte, Kreise, Polygone oder Kreuze haben, bevor- 
zugi sind kreisformige MeBbereiche. 

Die hydrophilen MeBpunkte konnen vorteilhaft zur besse- 
ren Fixierung von Reagenzien noch weitere reaktive Grup- 



pen tragen, die eine nicht-kovalente oder kovalente Bindung 
von Reagenzien ermoglichen. Bevorzugt werden Reagen- 
zien, die eine kovalente Bindung ermoglichen, wie bei- 
spielsweise alle Kupplungsreagcnzien aus der Pcptid- oder 
5 Nucleinsaurechemie wie Aldehyd-, Epoxid-, Isothiocyanat-, 
Carbodiimid-, Hydroxyl-, Sulfhydryl-, Amino- und/oder 
Carboxylgruppen tragende Kupplungsreagenzien. Auch 
eine Bindung uber Biotin/Avidin kann voneilhaft genutzt 
werden. 

LO Vorteilhafterweise werden, um eine moglichst hohe Bele- 
gungsdichte der MeBpunkte mit reaktiven Gruppcn in den 
hydrophilen MeBpunkteh zu erreichen, Polymere, die viele 
Bindungsstellen zur Verfugung stellen konnen, verwendet. 
Beispielhaft seien saure oder basische Gruppen tragende Po- 

15 lymere wie Polyimine, Proteine, Polylysin, Nukleinsauren 
oder (Meth)acrylsaurecopolymere genannt. An diese Poly- 
mere konnen die Reagenzien direkt und/oder uber bifunktio- 
nelle Kupplungsreagcnzien gebunden werden. 

Die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen kon- 

20 nen zusammenhangend auf den Trager aufgebracht sein 
oder aber mit beliebig gestalteten Unterbrechungen verse- 
hen sein. Sie konnen auch als separate Bereiche um die 
MeBbereiche liegen, bevorzugt sind hydrophobe Ringe, die 
die hydrophilen MeBbereiche voneinander trennen. 

25 Prinzipiell ist es moglich, jede beliebige Anzahl von 
MeBpunkten auf einen Trager auf zubrineen, bevorzugt sind 
groBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm", besonders bevor- 
zugt sind groBer oder gleich 15 MeBpunkte pro cm 2 , ganz 
besonders bevorzugt sind groBer oder gleich 20 MeBpunkte 

30 pro cm 2 . Am meisten bevorzugt werden Trager mit groBer 
oder gleich 30 MeBpunkte pro cm 2 . Dabei werden Reakti- 
onsvolumina von wenigen nl bis zu einigen ul aufgetragen, 
bevorzugt werden Volumina kleiner 5 pi, besonders bevor- 
zugt kleiner oder gleich 1 ul, aufgetragen. 

35 Die MeBpunkte konnen in beliebige n Rastern auf den 
Trager aufgebracht sein, bevorzugt sind quadratische oder 
rechteckige Raster. 

Zum Aufbringen von Probenmateriai und Reagenzien 
eignen sich alle Mcthoden, die Flussigkcitsmengen zwi- 

40 schen wenigen nl und wenigen ul dosieren konnen, wie bei- 
spielsweise Techniken, die in Tintenstrahldruckem, soge- 
nannte Ink-Jet-Technologie (siehe DE-A 40 24 544) oder in 
der DurchfluB-Zytometrie, in sogenannten Zellsorten (Ho- 
ran, P.K., Wheeless, L.L., Quantitative Single Analysis and 

45 Sorting, Science 1977, 198, 149-157) verwendet werden. 
Die Tropfenbildung kann dabei mit piezoclektrischer Zer- 
tropfung (Ultraschall), piezoelektrischer Tropfenausschleu- 
derung oder Ausschleuderung durch Verdampfung (Ink-Jet- 
Technik) erfolgen. Es konnen Systeme mit permanenter 

50 Tropfenerzeugung oder Systeme, die Tropfen auf Anforde- 
rung erzeugen, verwendet werden. 

Mit diesen Techniken konnen einzelne Trdpfchen exakt 
dosiert und gezielt auf die einzclnen hydrophilen MeB- 
punkte der Multi-Analysen-Oberflache des Tragers plaziert 

55 werden, indem zum Beispiel der Trager unter einer oder 
mehreren parallel angeordneten Diisen entsprechend dem 
Takt der dosierten Fliissigkeit und entsprechend dem vorge- 
gebenen Raster bewegt wird. Ebenso kann auch die Dosier- 
vorrichtung beispielsweise aus mindestens einer Diise uber 

60 dem Trager entsprechend dem Takt der dosierten Fliissigkeit 
und entsprechend dem vorgegebenen Raster bewegt wer- 
den. 

Mil diesen einzelne Tropfchen aufbringenden Methoden 
lassen sich vorteilhafterweise einmalig oder mehrmalig von 
65 einander verschiedene Reagenzien einzeln oder im Gemisch 
auf die einzelnen hydrophilen MeBpunkte des Tragers auf- 
bringen (Verfahrensschritt a). 

Es zeigt sich, daB elektrostatische Aufladungen so wie 
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Luftstromungen zwischen den Diisen und den Tragern - ent- 
gegen den Erwartungen - keinen EinfluB auf die exakte Pla- 
zierung der Reagenzien auf dem Trager haben. Im Gegen- 
tcil: diesc tcchnisch bcdingtcn Ungcnauigkcitcn bei der Pla- 
zierung der Reagenzien werden durch eine automatische 
Nachfokussierung uber hydrophile/hydrophobe Wechsel- 
wirkungen zwischen den vorteilhafterweise wassrigen oder 
polaren Reagenzflussigkeiten und den hydrophoben und hy- 
drophilen Bereichen des Tragers korrigiert. Bevorzugt wer- 
den wassrige Reagenzfliissigkeiten. 

Dariibcr hinaus vvurde gefunden, daB auch Reagenzien, 
die beispielsweise uber Eintauchen oder Uberspulen der ge- 
samten Tragerflache auf die MeBpunkte aufgetragen werden 
sich automatisch voneinander abgrenzen und auf die MeB- 
bereiche fokussieren. Als weitere vorteilhafte gemeinsame 
Aufbringungsmethoden fur die Reagenzien sei das Aufbrin- 
gen mit einem Rakel oder mit einem Schwamm oder einem 
sonstigen saugfahigcn Material gcnannt. Vorteilhaft konnen 
die Trager auch mit den Reagenzien bespruht werden. Mit 
dieser Methode laBt sich vorteilhafterweise mindestens ein 
gemeinsames Reagenz ein- oder mehrmalig gleichzeitig auf 
mehrere oder alle hydrophilen MeBpunkte des Tragers auf- 
bringen (Verfahrensschritt b). 

Eine zeitaufwendige sequenzielle und damit teure Auf- 
bringung der Reagenzien, wie sie in der deutschcn Anmel- 
dung mit dem Aktenkennzeichen 196 28 928.9 beschrieben 
ist, ist damit nicht mehr erforderlich. 

Auch die Waschschritte, die ggf. zwischen den einzelnen 
Verfahrensschritten (a) und/oder (b) oder vor der Messung 
(d) erforderlich sind konnen vorteilhaft durch Tauchen, 
Uberspulen oder Uberwischen mit einem saugfahigen Mate- 
rial durchgefuhrt werden. Diccc Waschschritte aller MeBbc- 
reiche konnen nach dem Aufbringen der Reagenzien oder 
nach Ablauf der Reaktionszeit der Reagenzien untereinan- 
der erfolgen. Es konnen auch Waschschritte bei einem 
mehrmaligen Aufbringen von einander verschiedener Rea- 
genzien auf die einzelnen hydrophilen MeBbereiche des Tra- 
gers zwischen den einzelnen Anwendungen durchgefuhrt 
werden oder aber ein gemeinsamcr Waschschritt am Ende 
der Behandlungen durchgefuhrt werden. 

Wurden ein oder mehrere Reaktionspartner an die hydro- 
philen MeBbereiche des Tragers gebunden, und werden an- 
schlieBend gemeinsame Reagenzien durch die oben genann- 
ten Methoden aufgebracht, so kann die Reaktion sogar bei- 
spielsweise in einem Tauchbad durchgefuhrt werden, ohne 
daB die einzelnen MeBpunkte physikalisch voneinander gc- 
trennt sein miissen. 

Selbst wenn sich geringe Mengen von freien Reaktanten 
in der Riissigkeit befinden, so wiirde dies nur zu einer sehr 
geringen Kreuzkontamination fuhren, solange darauf geach- 
tet wird, daB ein giinstiges Verhaltnis zwischen der eigentli- 
chen Inkubationszeit und der Dauer des gemeinsamen Kon- 
taktcs aller Reaktanten und aller MeBpunkte cingchalten 
wird. 

Die Verfahrensschritte (a) und (b) des erfindungsgemaBen 
analytischen MeBverfahrens konnen in beliebiger Reihen- 
folge ein- oder mehrmalig durchgefuhrt werden, wobei zwi- 
schen den Verfahrensschritten oder vor der oder den Mes- 
sungen (d) gegebenenfalls uberschiissige Reagenzien durch 
Waschen (c) und/oder Abstreifen entfernt werden. 

Die von einander verschiedenen Reagenzien konnen ein- 
zeln oder in einem Gemisch auf die einzelnen hydrophilen 
MeBpunkte (= MeBbereiche) des Tragers aufgebracht wer- 
den. 

Wie oben beschrieben, konnen nut diesem MeBverfahren 
verse hiedene Reagenzien und/oder einzelne Zellen an die 
vorgegebenen Orte (= MeBpunkte) auf der Trage robe rfl ache 
plaziert und zur Reaktion gebracht werden. Von Vorteil ist. 



daB bei den kleinen Volumina im Bereich von einigen Nano- 
liter bis zu wenigen Mikroliter eine Vermischung der Reak- 
tanten durch Diffusion sehr rasch eintritt, so daB eine beson- 
derc mechanischc Mischvorrichtung nicht notwendig ist. Es 

5 konnen auch vor der Zugabe von Russigkeitstropfchen zur 
Durchfuhrung der eigentlichen Analyse gewisse Liganden, 
z. B. Proteine oder Nucleinsauren, auf dem Trager in adsor- 
bierter oder chemisch gebundener Form vor der Zudosie- 
rung der MeBproben und der Reagenzien bereits vorliegen. 

10 Weitere Vorteile des erfindungsgemaBen MeBverfahrens 
sind die Einsparung an Substanzen wie beispielsweise an zu 
testenden Chemikalien, an Enzymen, an Zellen oder sonsti- 
gen Reaktanten, an Zeit durch eine weitere Steigerung gege- 
benenfalls automatisierter paralleler Reaktionsansatze, an 

15 Platz- und Personalbedarf, durch eine weitere Miniaturisie- 
rung der Reaktionsansatze. 

Die auf den Tragem abgelegten Reagenztropfchen kon- 
nen auch in Form von Geltrdpfchen auf den Trager aufge- 
bracht werden, die sich gegebenenfalls anschlieBend verfe- 

20 stigen und so die Verdunstung der Reaktionsfliissigkeit ver- 
ringern. 

Die Verdunstung der Reaktionsfliissigkeit (siehe Nummer 
3 in den Fig. 1 und 2) kann auch durch Uberschichtung mit 
einer hydrophoben Fliissigkeit (siehe Nummer 4 in den Fig. 

25 1 und 2), wobei die hydrophobe Beschichtung oder Be- 
schichtungen wie ein Anker wirken, verringert werden. Be- 
vorzugt zur Uberschichtung werden niedrigviskose Ole wie 
Silikonole verwendet. 

Die Verdunstung kann auch durch Inkubation der Trager 

30 in einer nahezu wasserdampfgesattigten Atmosphare redu-- 
ziert werden. 

Durch Kuhlung der Trager kann die Verdunstung eben- 
falls reduziert werden. 

Es konnen einzelne der genannten Elemente zur Vermin- : 

35 derung der Verdunstung verwendet werden oder deren 
Kombinationen. 

Im erfindungsgemaBen analytischen MeBverfahren kann 
je nach Aufgabenstellung und den verwendeten Reaktanten 
auch das zwischcnzeitliche Eintrocknen der einzelnen Reak- 

40 tionsansatze auf den hydrophilen MeBpunkten durchaus 
auch toleriert werden. 

Das erfindungsgemaBe analytische MeBverfahren eignet 
sich prinzipiell fur alle heute in Mikrotiterplatten durchge- 
fuhrten Analysenmethoden, wie beispielsweise kolorimetri- 

45 sche, fluorimetrische oder densitometrische Methoden. Da- 
bci konnen die Lichtstreuung, Triibung, wcllcnlangcnabhan- 
gige Lichtab sorption, Fluoreszenz, Lumineszenz. Raman- 
Streuung, ATR (= Attenuated Total Reflection), Radioakti- 
vitat, Isotopenmarkierung, pH-Veranderungen oder Ionen- 

50 verschiebungen vorteilhaft alleine oder in Kombination ge- 
nutzt und gemessen werden, um hier nur einige der mogli- 
chen MeBgroBen zu nennen. 

Als mogliche im erfindungsgemaBen MeBverfahren 
durchfuhrbare Analysenmethoden seien hier die Bindung 

55 von Antikorper an Antigene, die Wechselwirkung zwischen 
Rezeptoren und Liganden, die spezifische Spaltung von 
Substratmolekulen durch Enzyme, die Polymerase- Ketten- 
reaktion ("PGR"), Agglutinationstests oder die Wechselwir- 
kung zwischen verschiedenen oder gleichen Zelltypen wie 

60 Enzymassays, Titrationsassays wie Virustitrationsassays, 
Erythrozyten- oder Plattchenaggregationsassays, Agglutina- 
tionsassays mit Latexkiigelchen, ELISA- (= Enzyme-linked 
immunosorbent assay) oder RIA- (= Radioimmunoassay) 
genannt. 

65 Im erfindungsgemaBen analytischen MeBverfahren kann 
eine Messung der Reaktion mehrmalig zwischen den Ver- 
fahrensschritten oder Verfahrensteilschritten (= mehrmali- 
ges Wiederholen eines Verfahrensschrittes) oder einmalig 
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nach dem Aufbringen der Reagenzien und Abiauf der Reak- 
tionszeit oder zwischen den Verfahrensschritten und nach 
dem Aufbringen der Reagenzien und Abiauf der Reaktions- 
zeit erfolgcn. 

Das erfindungsgemaBe analytische MeBverfahren kann 5 
beispielsweise in der Diagnostik, in der WirkstofTsuchfor- 
schung, in der kombinatorischen Chemie, im Pflanzen- 
schutz, in der Toxikologie, im Umweltschutz beispielsweise 
bei cytotoxikologischen Tests, in der Medizin oder der Bio- 
chemie eingesetzt werden. 10 

Das erfindungsgemaBe analytische MeBverfahren ist be- 
sonders fur das Massenscreening geeignet. 

Als MeBmethoden fur das erfindungsgemaBe MeBverfah- 
ren besonders geeignet sind alle modemen bilderfassenden 
und bildauswenenden Analysensysteme. 15 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Veranschau- 
lichung der Erfindung, ohne sie in irgendeiner Weise einzu- 
schranken. 

Beispiel 1 20 

Herstellung eines Tragers aus einem Glasobjekttrager zur 
Verwendung im erfindungsgemaBen Verfahren 

Zunachst wurde der Glasobjekttrager mit einer 20%igen 25 
waBrigen Losung eines sauren Reinigers (Reacalc®, Firma 
Chemotec GmbH) in einem Ultraschalltauchbad 10 Minu- 
ten gereinigt. AnschlieBend wurde der Glasobjekttrager mit 
Wasser und danach mit absolutem Ethanol gespiilt und bei 
ca. 23 °C getrocknet. 30 

Mit einem Mikrostempel wurde auf dem hydrophilen Tra- 
ger (5) die hydrophobe Beschichtung in Form von hydro- 
phoben Ringen (siehe Fig. 1 und 2) aufgebracht. Zur Auf- 
bringung der hydrophoben Schicht wurde eine l%ige Hexa- 
decyl-trimethoxy-silanlosung in Isopropanol/H 2 0 (9 : 1) 35 
verwendet. Der in die Silanlosung getauchte Stempel wurde 
kurz - ca. 5 sec. - auf den Trager gedriickt und anschlieBend 
wurde der Trager 15 Minuten bei 100°C getrocknet. Es wur- 
den zwei Typen von Stempeln zum Aufbringen von 12 bzw. 
25 MeBpunkten pro Quadratzentimeter verwendet. 40 



246 A 1 

8 

durch gekennzeichnet, daB die Arbeitsschritte (a) und 
(b) des Verfahrens in beliebiger Reihenfolge ein- oder 
mehrmalig durchgefuhrt werden, wobei zwischen den 
Verfahrensschritten oder vor der Mcssung (d) gegcbc- 
nenfalls uberschiissige Reagenzien durch Waschen (c) 
entfernt werden. 

3. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, daB die Messung (d) mehr- 
malig zwischen den Verfahrensschritten oder einmalig 
nach dem Aufbringen der Reagenzien und Abiauf der 
Reaktionszeit(en) oder zwischen den Verfahrensschrit- 
ten und nach dem Aufbringen der Reagenzien und Ab- 
iauf der Reaktionszeit(en) erfolgt. 

4. Analytisches MeBverfahren nach den Anspruchen 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man die Messung 
in nahezu wasserdampfgesattigter Atmosphare durch- 
fuhrt. 

5. Analytisches MeBverfahren nach den Anspruchen 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Messung 
unter Kuhlung des Tragers durchfuhrt. 

6. Analytisches MeBverfahren nach den Anspruchen 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die MeBberei- 
che nach Aufbringen der Reagenzien mit einer hydro- 
phoben Schicht abdeckt. 

7. Verwendung eines analytischen MeBverfahrens ge- 
maB den Anspruchen 1 bis 6 in der Diagnostik, in der 
Wirkstoffsuchforschung, in der kombinatorischen Che- 
mie, im Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im 
Umweltschutzbereich. 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



Patentanspriiche 

1. Analytisches MeBverfahren unter Verwendung ei- 
nes festen Tragers, der im wesentlichen aufgebaut ist 45 
aus einem inerten festen Tragermaterial, auf dem hy- 
drophile MeBbereiche, die gegebenenfalls mit einer 
Oberflachenladung versehen sind, durch mindestens 
eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt 
sind, wobei auf dem Trager groBer oder gieich 10 MeB- 50 
punkte pro cm 2 aufgebracht sind, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man folgende Arbeitsschritte durchfuhrt: 

a) einmaliges oder mehrmaliges Aufbringen von 
einander verschiedener Reagenzien einzeln oder 
im Gemisch auf die einzeinen hydrophilen MeB- 55 
bereiche des Tragers, 

b) Behandlung des Tragers mit mindestens einem 
fur alle hydrophilen MeBbereiche gemeinsamen 
Reagenz, so daB das Reagenz gleichzeitig auf 
mehrere oder alle der hydrophilen MeBbereiche 60 
gebracht wird, 

c) ggf. gemeinsames Waschen aller MeBbereiche 
nach dem Aufbringen der Reagenzien oder nach 
Abiauf der Reaktionszeit der Reagenzien unter- 
einander, 65 

d) gemeinsame oder einzelne Messung der MeB- 
bereiche. 

2. Analytisches MeBverfahren nach Anspruch 1, da- 
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